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1 Souhrn
Uvod

Klinicky afunkéni adenomy hypofyzy predstavuji asi jednu tietinu vSech
hypofyzarnich tumort. VétSina z nich je patologem klasifikovana jako gonadotropinomy nebo
null-cell adenomy bez imunohistochemické pozitivity hormonalni sekrece. Zbytek tvofi tiché
kortikotropni adenomy a tiché plurihormonalni tumory. Konzervativni lé¢ba dopaminovymi
agonisty je ucinna pouze V nékterych pripadech v zavislosti na expresi dopaminovych D2
receptorti (D2R).

Cile

Hlavnim cilem projektu bylo zavést a optimalizovat kvantitativni analyzu D2
dopaminového receptoru pomoci real-time RT-PCR u nemocnych operovanych pro KAA do
laboratorni praxe ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové. Déle jsme chtéli kvantitativné urcit
expresi D2 podtypu dopaminového receptoru Vv sérii klinicky afunkénich adenomi a korelovat
vysledky exprese D2 dopaminového receptoru s patologickou klasifikaci adenomu dle
imunohistochemického vysetieni.

Metodika a vysledky

Z 87 vysetfovanych adenomui 63 exprimovalo gonadotropiny, 7 adenomu byly tiché
kortikotropni adenomy, 7 plurithormonalni tumory a 6 neexprimovalo Zadny hypofyzarni
hormon pii imunohistochemickém vysetieni. Pti pouziti real-time RT-PCR byla D2R mRNA
exprimovana ve vSech adenomech ve velmi riznorodé kvantité. Exprese D2R mRNA byla
velmi nizkd v kortikotropnich adenomech (relativni medidn kvantity po normalizaci na
housekeepingovy gen 0,01) a niz§i v plurihormonélnich adenomech (medidn 0,4) nez v
gonadotropnich adenomech (median 1,3) a null-cell adenomech (median 1,9). Rozdil mezi
kortikotropnimi adenomy oproti ostatnim typtim byl statisticky vyznamny. Exprese D2R
nezavisela na pritomnosti gonadotropind.
Variabilni byla i exprese SSTR2,3 a 5. SSTRS byl ptitomen jen v 40 % adenomt oproti
SSTR2 a 3, které byly exprimovany ve vSech adenomech. Exprese D2R byla oproti SSTR2,3
a 5 signifikantné vyssi u gonadotropnich adenomti . U tichych kortikotropnich adenomii pak
byla exprese D2R niz§i oproti SSTR2. Nebyla nalezena korelace mezi D2R a
somatostatinovymi receptory.

Zavery

Exprese dopaminového D2 receptoru je velmi nizkd v silentnich kortikotropnich
adenomech a signifikantné niz§i v plurihormonalnich tumorech. Imunohistochemicka
pozitivita gonadotropinii nepiedpovida kvantitu D2R. Exprese SSTR2 a 3 se nelisi dle
histologického typu. SSTRS je vice exprimovan v kortikotropnich adenomech. Mezi expresi
SSTR a D2R neni korelace, koreluje mezi sebou pouze exprese SSTR2 a 3. Velmi
heterogenni exprese dopaminovych i somatostatinovych receptori mize byt divodem proc
experimentalni pouziti analog téchto receptori event. dopastatinii neni klinicky efektivni u
vétsiny klinicky afunk&nich adenomt.

Klicova slova: klinicky afunkéni adenomy, dopaminovy receptor, somatostatinovy receptor



2 Summary

Quantitative analysis of D2 dopamine receptors in clinically non-functioning pituitary
adenomas

Introduction

Clinically non-functioning pituitary adenomas account for about one-third of pituitary tumors.
The majority of them are pathologically classified as gonadotropinomas or null-cell adenomas
without hormonal expression. The rest represent silent corticotroph adenomas and
plurihormonal tumors. Conservative therapy with dopamine agonists is effective in some
cases only depending on the expression of dopamine 2 receptors (D2R).

Obijective

The aim of this study was to quantitatively estimate D2R expression in clinically
nonfunctioning

pituitary adenomas and correlate the results with adenoma type according to pathological
classification.

Methods and results

Out of the 87 adenomas investigated, 63 expressed gonadotropins, 7 were silent corticotroph
adenomas, 7 were plurihormonal tumors, and only 6 did not express any pituitary hormone on
immunohistochemical investigation. With the use of the reverse transcriptase real-time PCR
technique, D2R mRNA was expressed in all adenomas with very heterogeneous quantity. The
expression was very low in corticotroph adenomas (relative median quantity after
normalization to housekeeping gene 0.01) and lower in plurihnormonal tumors (median 0.4)
than in gonadotroph (median 1.3) and null-cell adenomas (median 1.9). The difference
between corticotroph

adenomas and plurihormonal tumors in comparison with other pathological types was
statistically significant. The expression of D2R did not depend on the presence or absence of
gonadotropins.

Expression of SSTR2, 3 and 5 mRNA was also very heterogeneous. SSTR5 was present only
in 40 % of adenomas, SSTR 2 a 3 were present in all of them. D2R expression was
statistically higher than SSTR2, 3 a 5 expression in gonadotrophs. However in D2R
expression was significantly lower than SSTR2 expression in silent corticotrophs. There was
no correlation between D2R and somatostatin receptors.

Conclusions

We conclude that D2R expression is very low in corticotroph adenomas and significantly
lower in plurihormonal tumors. The positivity of gonadotropins does not predict the D2R
quantity. Expression of SSTR2 and 3 is same in all histopathological types, expression of
SSTR5 is higher in silent corticotroph adenomas. There is no correlation between D2R and
somatostatin receptors, only expression of SSTR2 and 3 correlated. Very heterogeneous
expression of dopamine and somatostatin receptors may be the reason why experimental use
of dopamine and somatostatin analogs and ,,dopastatins“ is not clinically effective in the
majority of CNFAs.

Key words: clinically non-functioning pituitary adenoma, dopamine receptor, somatostatin
receptor



3 Uvod do problematiky

Dizertacni prace predstavuje piispévek k lepSimu pochopeni role dopaminovych
receptorti a jejich roli v medikamentozni 1é€bé klinicky afunkénich adenomi. Nemocni
s klinicky afunk¢énimi adenomy tvofi velkou ¢ast mezi hypofyzarnimi tumory. Etiologic a
patogeneze tohoto onemocnéni neni stale zcela objasnéna. Primarni 1é¢ebnou metodou je
jednoznaéné transsfenoidalni neurochirurgicky vykon, ten ma vSak své limitace a nevede ve
vétsSiné ptipadi k uplnému odstranéni tumoru. Otazkou tedy zlstava zajisténi nemocného po
operaci. Radioterapie? Sledovéani? Medikamentdzni 1€c¢ba? Kazdéa z variant ma své klady a
zapory. 1 pres velmi pfesvédCivé moznosti medikamentozniho ovlivnéni prolaktinomi a
akromegalie nevidime stejné vysledky u klinicky afunkénich adenomii. Medikament6zni
lécba je cestou ovlivnéni receptorti jejich analogy. Dopaminovy agonisté a chiméricka
analoga pro somatostatinovy a dopaminovy receptor — dopastatiny pisobi cestou
dopaminovych receptorti, rozhodli jsme se proto stanovit dopaminové receptory kvantitativng.

Dopaminové receptory jsou kodovany 5 oddélenymi geny pro dopaminovy receptor 1 az
5. Podtyp 2 dopaminového receptoru existuje ve 2 variantach — dlouhé a kratké, které se tvoti
alternativnim sestfihem. V normdlni lidské hypofyze je exprimovan hlavné dopaminovy
receptor 2 a 5, s predominanci typu D2R. D3R neni ptitomen a exprese D1R a D4R je nizka.!
Diivodem, pro¢ jsme se zamétili na expresi D2R v naSi préaci, je nejvyssi exprese mezi
dopaminovymi receptory v lidské hypofyze a jeho uloha v I¢cbé dopaminovymi agonisty.

Novéji jsme rozsifili nd§ vyzkum o somatostatinové receptory. SSTR jsou kdédovany 5
odd&lenymi geny pro somatostatinovy receptor 1-5° ztoho SSTR2 mé4 podtyp A a B a
SSTRS existuje u hypofyzarnich adenomi v pozménéné formé obsahujici mensi pocet
transmembranovych domén (SSTR5-TMD4 a SSTRTMDS5). SSTR1 a SSTR4 je u KAA
velmi nizka. Dominuje exprese SSTR2 a SSTR3. * Daldim z diivodu hodnocené exprese
SSTR2,3 a 5 bylo, Ze v soucasné dobé jsou v klinické praxi dostupna analoga pro SSTR2 a

SSTRS, uzivana hlavné v 1é€b& neuroendokrinnich tumort a akromegalie.



4 Cile dizertacni prace

Zavést a optimalizovat kvantitativni analyzu D2 dopaminového receptoru pomoci real-time
RT-PCR u nemocnych operovanych pro KAA do laboratorni praxe ve Fakultni nemocnici v

Hradci Kralové.

Kvantitativné urcit expresi D2 podtypu dopaminového receptoru ve velké sérii klinicky

afunk¢nich adenomu.

Korelovat vysledky exprese D2 dopaminového receptoru s patologickou klasifikaci adenomu

dle imunohistochemického vySetieni.

5 Metodika a pacienti

Diagn6za KAA byla zaloZena na vylouceni hormondlni hypersekrece pomoci
laboratornich testd a potvrzena histologickym vysetienim po operaci. Celkem 87 pacientii
s KAA bylo zahrnuto do analyzy. Slo o nemocné operované na Neurochirurgické klinice 1.
Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Ustfedni vojenské nemocnice Praha — StieSovice a
nemocné z Neurochirurgické kliniky Lékatrské fakulty univerzity Karlovy a Fakultni
nemocnice Vv Hradci Kralové. Az na 3 nemocné podstoupili vSichni pacienti operaci
transsfenoidalnim pristupem. Z celkového poctu pacientit s KAA bylo 55 muzt a 32 Zen, ve
veéku 17 az 84 let (pramér + standardni odchylka 59,4 + 14,3, median 62,5 roku).

Vsechny tumory byly makroadenomy v nejvét§im rozméru od 11 do 42 mm (pramér +
standardni odchylka 24 + 7 mm, median 24 mm). Hlavni indikaci k operaci byla porucha
zraku, bitemporalni hemianopsie — 47 ptipadl (54 %), diplopie s ohledem na nervovou obrnu
— 16 ptipadl (18 %), progrese nebo riist tumoru na MRI — 27 ptipadi (31 %) a bolesti hlavy u
6 (7 %) nemocnych. Panhypopituitarismus byl predopera¢né prokézan u 25 (29 %) pacientli a
vyZzadoval substituci tyroxinem a hydrokortisonem. U 2 pacientdi byl pfitomen diabetes
insipidus.  Z celkového pocétu 32 Zen bylo 29 menopauzalnich a tyto nebyly léCeny
hormondlni substituci. 2 z 3 premenopauzalnich Zen byly léceny substituci estrogeny pro
projevy hypogonadismu. Hypogonadismus byl zjistén také u 26 muzi z 55. U 14 z nich bylo
ptistoupeno k substituci testosteronem predoperacné.

Tkan vyjmutd pii operaci byla vySetfovana standardnim zpisobem popisovanym

v literatuie.® Cast tkang odoperovaného adenomu byla bezprostfednd fixovana v 10 %



formalinu, zpracovana b&Znou technikou a nasledné zafixovana v parafinu. Rezy 5 pm tlusté
byly obarveny hematoxylin-eozinem a Goldbergovym trichromem. Gomdriho stiibifeni bylo
pouzito k obarveni vaziva. Dalsi fezy byly pouzity k imunohistochemickému vysSetieni.
Vysetiovali jsme tyto hormony: ACTH; GH; prolaktin a specifické pB-podjednotky
dimerickych glykoproteini TSH, FSH, LH, a jejich spole¢nou a-podjednotku. Déle byla
pouzita avidin-biotin technika a diaminobenzidinové barveni. Exprese jednotlivych hormond
byla hodnocena semikvantitativné ve 4 stupnich: 0 — absolutné negativni, 1 — lehka pozitivita
v méné jak 15 % bunék, 2 — pozitivita v 15 — 70 % bungk, a 3 — silna pozitivita ve vice jak 70
% bunck.

Ke kvantifikaci mRNA byla pouzita ¢ast tumordzni tkané, do velikosti cca 5 mm,
ziskana béhem transsfenoidalni operace. Tato tkan byla po odbéru vloZzena do RNAlateru
(Quiagen) pro udrzeni stability RNA a zamrazena dle protokolu vyrobce a uchovavana pii —
80° C az do analyzy. Zbyvajici ¢ast resekované¢ho tumoru byla podrobena standardnimu
histologickému a imunohistochemickému vySetieni. Po rozmrazeni tkané¢ byla tato
homogenizovana v Magnalyseru v "MagnaLyser green Beads" (oboji Roche Diagnostics) a
poté provedena izolace celkové RNA pomoci Trizolu (Invitrogen). Cistota a kvantita takto
ziskané RNA byla métfena piimou spektrofotometrii pomoci ptistroje Nanodrop ND-1000
(Thermo-Scientific). Posléze byla provedena v dubletu reverzni transkripce (Superscript 111
First-Strand Synthesis SuperMix, Invitrogen) koncentraénd optimalizované RNA. Cést
ziskané ¢cDNA byla uchovana pro dalsi analyzu a 5ul bylo pouzito pro real-time PCR
kvantifikaci (RotorGene 6000, Corbett) pomoci hydrolytickych sond (TIB MolBiol). Reak¢ni
mix (25 pl) pro real-time PCR kvantifikaci obsahoval 12.5 ul TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 300 nM kazdého primeru, 200 nM sonda a 5 ul cDNA. Pro reakci
byly pouzity primery pro D2 receptor od firmy GeneriBiotech, CZ. Sonda i primery byly jiz
diive publikovany® a obsahuji nukleotidové sekvence kratké i dlouhé isoformy D2R. 50 cykli
PCR sloZenych z 15 s denaturace pifi 95 °C a 60 s annealingu a elongace pii 60 °C bylo
provedeno na pfistroji Rotor-Gene 6000, Corbett. VSechna vySetfeni byla provedena v
dubletu. Standardni kiivka pro kvantifikaci RNA D2R byla vytvofena postupnym nafedénim
TOPO plasmidového vektoru obsahujicitho zaklonovanou nukleotidovou sekvenci D2R
(Generi Biotech). S ohledem na degradacni procesy postihujici nukleové kyseliny byla
kvantita RNA nésledn¢ normalizovéna vici B glucoronidase (GUS) housekeepingovému genu
(Ipsogene). Analyza somatostatinovych receptord byla provedena z jiz ziskané zamrazena
cDNA pfipravené pro analyzu D2R M¢éfeni jiz nebyla provadéna v dubletu. Pro analyzu byly

pouzity sekvence publikované jiz v praci Taboady a spol.®



6 Vysledky

6.1 Imunohistochemicka charakteristika

Tabulka Rozdéleni adenomi dle imunohistologické klasifikace

Typ adenomu Pocet %
Nezarazen/nedostatek materialu 4

Null-cell 6 7,2
Gonadotropni 63 75,9
Tiché kortikotropy 7 8,4
Plurthormonalni 7 8,4

Tabulka Imunohistochemicky profil plurihormonalnich adenomii

Cislo Imunohistochemické vySetieni
histologie ACTH STH PRL apodjednotka LH FSH TSH Ki-67 (%)
H303/09 + - + ++ + 4 + 1,0
5752/07 - - + ++ + - <0,5
1624/08 + - - - 4+ <0,5
7304/06 - +++ ++ ++ - - ++ <0,5
2700/08 - - + + + 4 + <0,5
930/09 + - - ++ ++ 4+ + <0,5
H706/08 ++ - ++ + - - ND

6.2 Exprese mRNA dopaminového D2 receptoru

5 2 87 vzorki KAA exprimovalo méné nez 100 kopii/5Sul cDNA housekeepingového genu,
pravdépodobnost, ze tedy jde o tkan hypofyzy je mala, proto byly z dalsi analyzy vyrazeny.
Vsech 78 hodnocenych KAA exprimovalo mRNA D2R. Byla pfitomna vysoka variabilita
miry exprese mRNA D2R (graf ¢. 1). Absolutni hodnota miry exprese mRNA D2R se
pohybovala od 0,93 do 1689137 kopii/ Sul cDNA. Relativné (po normalizaci na
housekeepingovy gen GUS) pak od 0,003 do 14,86. Nebyl statisticky vyznamny rozdil
v expresi MRNA D2R mezi pohlavimi (Mann-Whitney, P= 0,374, graf 2) ani pii rozdéleni
nemocnych dle véku (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks, P=0,757, graf

3). Stejné tak nebyl statisticky vyznamny rozdil v expresi D2R s ohledem na misto Sifeni

adenomu (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks, P=0,678).



Graf 1 Pocty Kklinicky afunkénich adenomu rozdélené do skupin dle miry relativni exprese
mRNA D2R vici housekeepingovému genu GUS.
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Graf 2 a 3 Relativni mira exprese mRNA D2R normalizovana vic¢i GUS genu v klinicky

afunkénich adenomech rozdélena dle pohlavi (vlevo)a dle véku (vpravo).
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6.3 Vztah exprese D2R a patologické klasifikace KAA

Exprese D2R byla velmi nizka u vsech tichych kortikotropnich adenomti (median relativni
exprese 0,01). V ostatnich typech adenomi byl median relativni exprese 0,4 u
plurihormonalnich adenomu, 1,3 u gonadotropinomut a 1,9 u null-cell adenomti. Rozdil mezi
tichymi kortikotropnimi adenomy a ostatnimi typy KAA byl statisticky vyznamny pti pouziti
Mann-Whitneyova testu (p=0.003). U plurihormonalnich tumori byla rovnéz nalezena nizsi
exprese D2R nez v null-cell a gonadotropnich adenomech (p=0.036 pifi pouziti Mann-
Whitneyova testu). AvSak po vylouceni adenomii s expresi ACTH nebyl pozorovan zadny

rozdil vic¢i ostatnim typam.

Graf 4 Relativni exprese mRNA normalizovana viac¢i GUS v jednotlivych typech KAA
rozdélenych dle imunohistochemické pozitivity hormoni
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Rozdil mezi tichymi kortikotropnimi adenomy a ostatnimi typy byl statisticky vyznamny (p=0.003).
V plurihormonalnich adenomech byla nizsi exprese D2R nez v null-cell a gonadotropnich adenomech (p=0.036).
Statisticky signifikantni rozdil: ** p < 0.01; * p< 0.05

6.4 Exprese mRNA somatostatinovych receptorii podtyp SSTR2, SSTR3 a SSTR5

Vsech 78 hodnocenych KAA exprimovalo mRNA pro SSTR2 a SSTR3. Naopak SSTRS
nebyl pfitomen ve 33 adenomech (42 %). Absolutni hodnota miry exprese mRNA SSTR2
byla v kvantité¢ 1174,8-146 680,8 kopii/Sul cDNA, SSTR3 62,9-46 914,3 a SSTRS5 0-43
776,6 kopii/Sul cDNA. Relativné po normalizaci na housekeepingovy gen GUS pak 0,05—
105,69 pro SSTR2, 0,002-12,26 pro SSTR3 a 0,10-25,33 pro SSTRS5. Byla rovnéz ptitomna

11



vysoka variabilita miry exprese mRNA pro somatostatinovy receptor 2 a 3 (graf ¢. 5). Nebyl
statisticky vyznamny rozdil v expresi mRNA SSTR mezi pohlavimi ani pfi rozdéleni
nemocnych dle v€ku. Pti hodnoceni miry exprese u vSech klinicky afunkénich adenomt bez
rozdilu imunohistochemické pozitivity byla exprese SSTR2 signifikantné vyssi nez SSTR3 a
SSTRS. Stejné tak SSTR3 byl exprimovan vice nez SSTRS (Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks, P<0,001). Exprese SSTR V jednotlivych typech klinicky
afunk¢énich adenomii dle imunohistochemického profilu je znazornéna v grafech ¢. 6-8. Mira
exprese SSTRS byla vyssi u tichych kortikotropnich adenomti. Rozdil mezi tichymi
kortikotropnimi adenomy a ostatnimi typy KAA byl statisticky vyznamny pii pouZiti Mann-
Whitneyova testu (p=0.044). Nebyl nalezen rozdil v expresi SSTR2 a SSTR3 s ohledem na
jednotlivé imunohistochemické typy. Nebyla nalezena korelace exprese mRNA pro zadny z
SSTR a D2R. Korelovala mezi sebou exprese SSTR2 a 3 — Pearsonova korelace, korela¢ni
koeficient 0,956, P <0,05.

Graf 5 Poéty Kklinicky afunkénich adenomi rozdélené do skupin dle miry relativni exprese
mRNA somatostatinovych receptori 2,3 a 5.
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Graf 6-8 shora doli Relativni exprese mRNA SSTR2, 3 a 5 normalizovana vi¢i GUS v
jednotlivych typech KAA rozdélenych dle imunohistochemické pozitivity hormoni
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Pfi hodnoceni miry exprese mRNA somatostatinového receptoru 2 nebyl mezi jednotlivymi
imunohistochemickymi podtypy nalezen statisticky vyznamny rozdil.
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Pti hodnoceni miry exprese mRNA somatostatinového receptoru 3 nebyl mezi jednotlivymi
imunohistochemickymi podtypy nalezen statisticky vyznamny rozdil.
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Rozdil mezi tichymi kortikotropnimi adenomy v mife exprese SSTRS a ostatnimi typy byl
statisticky vyznamny (p=0.044).
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6.5 Porovndniexprese D2ZRaSSTR2,3 a5

Klinicky afunk¢éni adenomy bez rozdilu dle imunohistochemie:

Pti porovnani dopaminového D2 receptoru (median relativni exprese 0,99) a SSTR2 (medidn
relativni exprese 0,55), ve vSech adenomech, bez rozdilu imunohistochemie, nebyl nalezen
signifikantni rozdil v mife exprese. Naopak byla nalezena signifikantné vyssi mira exprese
mRNA pro D2R oproti SSTR3 (medidn relativni exprese 0,19) a SSTR 5 (medidn relativni
exprese 0,02), (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks, P< 0,001).
Gonadotropni adenomy:

Pii rozdéleni dle imunohistochemického profilu, byla exprese mRNA pro D2R u
gonadotropnich adenomui (median relativni exprese 1,3) statisticky vyznamné vyS$i nez
SSTR2 (median relativni exprese 0,49; P< 0,01), stejné tak pro SSTR3 (medidn relativni
exprese 0,19; P< 0,001) a SSTRS (median relativni exprese 0,01; P< 0,001).

Tiché kortikotropni adenomy:

Mira exprese u kortikotropnich adenomu byla signifikantné niz§i pro D2R (median relativni
exprese 0,01) nez pro SSTR2 (median relativni exprese 0,65, P=0,015). Statisticky vyznamny
rozdil nebyl mezi expresi D2R a SSTR3 a 5, ani SSTR2 a 5.

Adenomy bez imunohistochemické pozitivity a plurihormonélni adenomy:

Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi mirou exprese D2R a SSTR 2, 3 a 5 v null-
cell a plurihormonalnich adenomech.

Graf 9 Exprese D2R a SSTR 2, 3 a 5 v gonadotropnich a tichych kortikotropnich adenomech
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Gonadotropni adenomy Tiché kortikotropniadenomy

Median relativni exprese mRNA/GUS
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Vlevo je patrna signifikantné vyssi mira exprese mRNA D2R nez somatostatinovych receptorti, stejné tak byli
ptfitomny statisticky vyznamné rozdily mezi mirou exprese jednotlivych SSTR. Vpravo je znazornéna mira
exprese Vv tichych kortikotropnich adenomech, kde statisticky vyznamny rozdil byl mezi mirou exprese SSTR2 a
D2R.
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7 Diskuse

Klinicky afunkéni adenomy se neprojevuji pfiznaky z hormonalni nadprodukce, ptesto lze u
nich produkci hormonti prokdzat. Imunohistochemické vySetfeni prokazalo pozitivitu pro
gonadotropni hormony LH a FSH v 76 % vysetfovanych adenomi. To je vice nez byla
frekvence vyskytu gonadotropnich adenomti nalezend ve velké sérii adenomti v némeckém
registru.’ Rozdil by mohlo vysvétlit to, Ze vna$i studii nebylo provadéno vy3etfeni
elektronovym mikroskopem. Lehka glykoproteinova pozitivita v méné nez 10 % bunc¢k mtize
byt pozorovana i u null-cell adenomi. Ve skutecnosti, vétSina onkocytomt a null-cell
adenomu patii do skupiny gonadotropnich adenomd, nebot’ exprimuji steroidogenni faktor 1 a
transkripéni faktor, které jsou specifické pro gonadotropni linii.” Zastoupeni tichych
kortikotropnich a plurihormonélnich adenomt bylo ve shod¢ s praci Osamury.8 Rovnéz vék a
pohlavi operovanych pacientd byly ve shod¢ s daty jiz publikovanymi na vétSim souboru.’

V normalni hypofyze D2R zprostfedkovava inhibici sekrece prolaktinu ptisobenim dopaminu.
10 Léky puisobici na D2R jsou pak u prolaktinomii schopny zmensit jejich velikost a
kontrolovat nadmérnou sekreci prolaktinu. Studie hodnotici pfitomnost D2R pomoci in-situ
hybridizace a scintigrafie prokézaly pritomnost mist vaZicich dopamin u KAA.'» *2
V poslednich letech je pak vice pouzivana RT-PCR ke kvantifikaci exprese mRNA pro
rozdilné typy dopaminovych receptorti. Pivonello a kol. nalezl expresi D2R ve 12 z 18
hodnocenych KAA (67 %) s predominanci dlouhé isoformy D2R.*® V nasi praci jsme
pozorovali expresi D2R ve vSech hodnocenych KAA. Ve shod¢ s naSimi vysledky jsou i dalsi
nedavné prace’ ™ veetné prace Su a kol.®

Cilem nasi prace bylo korelovat vysledky exprese mRNA D2R s jednotlivymi typy adenomu
dle imunohistopatologie zalozené na imunohistochemickém prikazu jednotlivych
hypofyzarnich hormonti. Renner a kol. publikoval v roce 1998 praci s KAA od 18 pacientu,
kde témét vSechny gonadotropin-immunopozitivni adenomové bunky exprimovaly mRNA
pro D2R. Slo o praci hodnotici pfitomnost D2R pomoci in situ hybridizace.16 Ocekavali jsme
tedy vyssi expresi mRNA pro D2R u adenomt vysoce pozitivnich na LH, FSH a jejich a-
podjednotku. Ackoli jde Vv soucasné dobé VnaSem piipadé o nejvetsi soubor nemocnych
publikovany v literatuie (78 hodnocenych KAA, 63 gonadotropinomt), nenalezli jsme zadny
statisticky signifikantni vztah mezi kvantitativni expresi mRNA D2R a imunohistochemickou
pozitivitou gonadotropnich hormonii. Velmi nizka exprese mRNA D2R byla u vSech tichych
kortikotropnich adenomil. Tento vysledek potvrzuje vysledky své prace Tateno a kol. *'
Rovnéz Su ve své praci na 51 KAA prokazal niz§i expresi mRNA D2R u tichych
kortikotropt, ta viak nebyla statisticky vyznamna.™

Nobels a kol. poukédzal na skupinu KAA s vyznamnou hypersekreci gonadotropinii nebo
jejich podjednotky. Tato skupina by mohla Iépe odpovidat na 1é¢bu dopaminovymi
agonisty.” Konzervativni 1é¢ba KAA dopaminovymi agonisty je vSak stale experimentalni.
Souhrnné prace ukazuji kumulativni zmenSeni tumoru ve 27,6 % a miru ristu rezidua v 8,5
%.  Dle nékterych autorti mize byt pooperacni lécba prevenci ristu rezidualniho tumoru.
Ve své praci Greenman a kol. 1é¢ila pooperacné 33 KAA dopaminovymi agonisty. U 11
rezidudlnich tumorti doslo ke zmenseni po lécbé. Bohuzel tato studie nehodnotila expresi
D2R.?° Efekt dopaminovych agonisti zavisi na kvantité jejich exprese s tim, e kratka
varianta se svymi vlastnostmi je predispozici pro lepsi vysledek.'® Na podkladé vysledki nasi
prace lze fici, Ze ptitomnost D2R mlZe byt predpokladana na zédkladé¢ imunohistopatologické
Klasifikace adenomt pouze u tichych kortikotropnich adenomi. U nich byla exprese velmi
nizka. Plurthormonalni tumory, které byvaji obvykle velké a agresivné rostouci, mély rovnéz
statisticky vyznamné niz§i expresi. VétSina KAA jsou vSak gonadotropinomy a null-cell
adenomy. U nich nelze z exprese glykoproteinovych hormonti predikovat miru exprese D2R a
odpoveéd na lécbu. Soucasné velmi heterogenni mira exprese D2R muze byt vysvétlenim pro
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rozporuplné vysledky dosavadnich experimentl s 1é¢bou dopaminovymi agonisty. Stejn¢ tak
prace Su stanovujici expresi mRNA D2R pomoci kvantitativni real-time RT-PCR prokazala
o mnoho niz§i miru exprese mRNA D2R u klinicky afunkénich adenomt oproti
prolaktinomiim. Stejné tak byla exprese D2R 4krat nizsi u rezistentnich prolaktinomii oproti
prolaktinomim s dobrou odpovédi na 16bu DA."™ Limitaci prace, stejnd jako v nafem
ptipadé, mize byt fakt, ze byla méfena pouze exprese mRNA D2R. Na kortikotropnich
hypofyzarnich adenomech vSak de Bruin prokazal, ze exprese mRNA D2R velmi dobie
korelovala s expresi D2R proteinu.?

U KAA hodnotil pomoci real-time RT-PCR expresi SSTR Taboada u 19 KAA a u 9
gonadotropnich hormonti pak Saveanu. V obou piipadech byla nejvyssi exprese SSTR3 a
v mensi mite SSTR2. SSTRS5 nebyl pfitomen nebo byla jeho exprese nizka. 3.3 Stejnych
vysledkd dosahl i Tateno u 15 KAA a Saveanu a kol u 58 KAA.*" ¥V nasi praci byla exprese
SSTR2 a SSTR3 piitomna u vSech adenomi. V absolutni 1 relativni kvantifikaci dominovala
na prvnim misté exprese SSTR2 nasledovand expresi mRNA pro SSTR3. Jak pro vSechny
KAA dohromady, tak pro jednotlivé podtypy dle imunohistochemického profilu. Zde se nase
vysledky li§i od pfedchozich. Ve shod¢ je naopak nizka nebo neptitomna exprese SSTR 5.
Exprese SSTR3 a SSTR2 se v jednotlivych imunohistochemickych profilech nelisila. U
tichych kortikotropnich adenomti vSak byla mira exprese SSTRS signifikantné vyssi.
Vysokou expresi SSTRS Ize nalézt u kortikotropnich adenomti, kde dominuje SSTR5 a kde je
naopak velmi nizkd mira exprese SSTR2 jak na 30 kortikotropnich adenomech prokazal
pomoci real-time RT PCR de Bruin.?® Obdobnych vysledki u 12 ACTH produkujicich
adenomt dosdhl i1 Tateno, ktery soucasné hodnotil expresi i u 8 tichych kortikotropnich
adenomi a 15 KAA." Ve shodé sna$i praci je mira exprese SSTR2 oproti SSTR5 u
silentnich kortikotropnich adenomui vyssi. Exprese SSTRS vsak, na rozdil od naSich dat, byla
niz$i nez u ostatnich KAA. Jednim z vysvétleni by mohla byt pii velmi heterogenni mire
exprese u vSech somatostatinovych receptorti predevs§im velikost vySetfovaného souboru.
Uziti somatostatinovych analog k 16¢b& KAA shrnula ve své praci Colao. K redukci
tumordzni masy u KAA pfti pouziti octreotidu dochazi pouze ve 12 % 9 Rist tumoru nelze
zcela presné hodnotit vzhledem k velmi kratké dobé sledovani u publikovanych praci, ale
dochazelo knému asi v5 %. Lze ptedpoklddat ovSem hodnotu vys§i. Octreotid je
somatostatinové analogum s preferencni afinitou k SSTR2 a o ad nizsi afinitou k SSTRS.
Vzhledem k ptevaze SSTR3 v KAA je mozné, ze dalsi analog pasireotid s vazbou na SSTR1-
3 a SSTRS5 by mohl mit vétsi efekt. Jeho nejvétsi afinita je vSak k SSTRS, coz pii soucasnych
znalostech o somatostatinovych receptorech a jejich expresi nedava moc velké nadéje. Ne
moc dobie také dopadlo klinické zkouSeni pasireotidu u nemocnych s Cushingovym
syndromem, kdy pasireotid v monoterapii byl u¢inny jen u 5 ze 17 (29 %) nemocnych.*
Koexpresi somatostatinovych a dopaminovych receptorit zatim hodnotilo malo autord. U
vétSiny GH produkujicich adenoml byla prokazéna koexprese D2R, SSTR2 a SSTRS.
Soucasné byla vétsi exprese D2R oproti SSTR." * U prolaktinomii pak byla exprese mRNA
D2R 42-84 nasobné vétsi nez SSTR.®’ Stejné tak u kortikotropnich adenomii byla prokazana
koexprese D2R a SSTR5 v 60 % a D2R a SSTR2 ve 30 % vysetfovanych adenomd. ** Navic
exprese D2R byla vyssi u tichych kortikotropnich adenomti v porovnani s kortikotropnimi
adenomy.'” U KAA byla rovnéz prokazéana koexprese D2R, SSTR3 a SSTR2, s mirou exprese
klesajici ve stejném pofadi. U 14 KAA hodnotil koexpresi Neto. Piestoze byla pfitomna
korelace mezi D2R a SSTR2, dlouhou isoformou D2R a SSTR2 i 5 v normalni hypofyze,
nenalezl korelaci ani u somatotropnich adenomil ani u KAA.' Ani my jsme v nasi praci
neprokazali korelaci D2R a SSTR. Nepublikovand data od 58 KAA uvadi Saveanu, kdy
rovnéz dominovala exprese D2R (median relativni exprese 3,7) oproti SSTR3 (1,2) a SSTR2
(0,3).>* V bun&&nych kulturach izolovanych z 38 KAA pak hodnotil expresi D2R a SSTR
Florio. Opét prevazovala relativni exprese D2R (2,9) nad SSTR3 (0,6) a SSTR2 (0,3).
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Exprese byla velmi variabilni a nékteré buiiky neexprimovaly vibec.*® Nase data jsou jen
Castecn¢ ve shodé s predchozimi pracemi. Mira exprese byla ve vSech piipadech velmi
variabilni. Stejn¢ tak exprese D2R dominovala nad expresi somatostatinovych receptorti u
gonadotropnich adenomi, které tvofili vét§inu z naseho souboru nemocnych s KAA. Nicméné
Vv nasi praci byla odliSnd mira exprese SSTR3, ktery byl exprimovan méné¢ nez SSTR2.
Bohuzel ani jedna zpraci nehodnotila expresi sohledem na imunohistochemické
charakteristiky jednotlivych KAA. Nebot’ v porovnani s gonadotropnimi adenomy v ostatnich
podtypech klesala exprese v potadi SSTR2 >> D2R >> SST3 u null-cell adenomi, SSTR2 >>
SSTR3 >> D2R >> SSTRS u plurihormonalnich a SSTR2 >> SSTR 5 >> D2R a SSTR3.
Pocty ostatnich podtyptt mimo gonadotropni adenomy jsou vSak pomérn¢ malé k vyvozovani
kone¢nych zavéru. Parcidlné odlisna data si vysvétlujeme jak typem adenomui vzatych do
analyzy, malym poctem nemocnych v praci (napt. prace Neta) anebo pouzitim bunécnych
kultur misto tkan¢ adenomu.

V naSi praci jsme prokazali velmi heterogenni expresi dopaminového D2 receptoru a
somatostatinovych receptorii 2 a 3. Soucasné se znalosti téchto dat se oteviraji dveie testovani
novych chimérickych molekul i u klinicky afunkénich adenomii. Dopastatiny BIM-23A387
nebo BIM-23A370, které jsou mifeny proti SSTR2 a D2R ukazaly, pti samostatném pouziti,
schopnost snizit sekreci GH a prolaktinu u hypofyzarnich tumort ve srovndni se sou¢asnymi
SSA a DA.* * pro KAA je k dispozici zatim stale malo dat, relevantni klinicka data nejsou.
Klinicka studie s dopastatinem BIM23A760 byla ukonéena pro hlavné dopaminergni efekt a
Z n&j plynouci nezddouci ucinky. Dosavadni dopastatiny zamétené predevsim proti SSTR2,5 a
D2R neinhibuji bunééné linie o mnoho vice nez dopaminovy agonisté samotni. Dosud vsak
nebyla plné¢ odhalena role SSTR3 receptoru, ktery je v KAA exprimovan nejvice. Dopastatiny
cilen¢ ovliviiujici i SSTR3, proto mohou pfinést nové moznosti. V budoucnu bude jisté
vhodné stanoveni exprese vSech podtypt, véetné jednotlivych variant. LéCba by pak méla byt
volena s ohledem na profil exprese somatostatinovych a dopaminovych receptort. Nezbytna
bude korelace téchto dat s léCebnou odpovédi. U neuroendokrinnich tumorta se naptiklad
zabyvali stanovenim somatostatinovych receptorti jako markert pro predikci chovani tumoru
kolegové z Brna. Nepozorovali sice prediktivni vyznam exprese SSTR2 ani SSTRS, ale
statisticky vyznamny byl ¢as do progrese a radiologicka odpovéd’ u nemocnych s nizkou az
nulovou hladinou exprese mRNA pro SSTR4. Zpusob, jakym k tomu dochazi, je nejasny.
Slaby a kol. se domnivaji, ze moznym mechanismem je heterodimerizace SSTR4 s SSTR2
anebo SSTR5 a s tim souvisejici blokada u¢inku somatostatinovych analog.*

Standardnim pfistupem v 1éEbé KAA je v souCasné dobé transsfenoidalni adencktomie.
Pooperacni ptistup k nemocnému s rezidudlnim tumorem ztstava predmétem diskuzi. Dosud
nejsou zadné evidence-based indikace jak pro ,,watch and wait*“ tak pro radioterapii
Lekselovym gamanozem ¢i medikamentdzni 1é6¢bu.*! Nase prace podporuje nutnost daliich
prospektivnich kontrolovanych studii zaméfenych na zhodnoceni 1é¢by soucasnymi i nové
vyvijenymi agonisty ve vztahu k expresi jednotlivych typl receptort.
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8 Zavéry

e V nasi praci jsme u 78 nemocnych provedli zhodnoceni kvantitativni miry exprese mRNA
pro dopaminovy receptor 2 skorelaci dle jednotlivych imunohistopatologickych
charakteristik klinicky afunkénich adenomti. Mira exprese byla velmi heterogenni.

e Signifikantné byla exprese dopaminového D2 receptoru velmi nizka v silentnich
kortikotropnich adenomech a signifikantné niz§i v plurihormonalnich tumorech.
Imunohistochemicka pozitivita gonadotropint nepiedpovida kvantitu D2R.

e SSTR5 je vsilentnich kortikotropnich adenomech exprimovan vice, naopak exprese
SSTR2 a 3 se dle histologického typu nelisi.

e Nebyla nalezena korelace mezi expresi zadného ze somatostatinovych receptora 2, 3 a 5
S dopaminovym D2 receptorem. Korelovala mezi sebou exprese SSTR2 a 3.

e Soucasn¢ jsme prokazali koexpresi D2R a somatostatinovych receptori u KAA
s predominantni expresi D2R nad SSTR2 a 3 u gonadotropnich adenom.

e Velmi heterogenni exprese dopaminovych i1 somatostatinovych receptorii miize byt
diavodem pro¢ experimentalni pouziti analog téchto receptorti event. dopastatinli neni
klinicky efektivni u vétSiny klinicky afunkénich adenomti. Je vSak potieba dalSich
prospektivnich kontrolovanych studii s korelaci 1é¢ebné odpovédi vzhledem k profilu

exprese receptoru.
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